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論 文 内 容 要 旨
〈背 景 〉
真 核生 物 に お ける遺伝 子 発現制 御 は,DNA結 合性 の転 写制 御 因子 と,ピ ス トン修 飾酵 素 や
ATP依 存性 ク ロマ チ ンリモ デ リング因子等の転写共 役 因子 との協調 的な作用 に よるク ロマ チ ン
構造 変換 を介 して行 われ る。 真核 生物 のDNAは ピス トンH2A,H2B,H3,H4の 各 二分子
ず つか ら成 る ピス トン八量 体 に巻 き付 いたヌク レオ ソー ム構造 を基 本単位 と して,更 に リンカー
ヒス トンや非 ヒス トンタ ンパ ク質の関与 によ り高度 に折 り畳 まれた クロマ チ ン構造 を形成す る。
ピス トンN末 端 領域 の ヒス トンテールは,そ の特定 のア ミノ酸 残基 において,ア セチル化,メ チル
化,リ ン酸 化,ユ ビキ チ ン化 等の共有結合修飾 を受 け,こ れ らの修飾 によ り,遺 伝子 発現が正 も
しくは負に調節 され る。様 々な ピス トン翻訳後 修飾 の中で も本研究 で着 目す る ヒス トンアル ギニ
ン残 基の メチル化 はPRMT(Proteinargininemethyltransferase)フ ァ ミリータ ンパ ク質 に
よ り触媒 され,そ の 中で もCARM1(Coactivator-associatedargininemethyltransferase1)
は ピス トンH3の 第十 七番 目のアルギニ ン残基 を メチル化 し,PRMT1は ピス トンH4の 第三番
目の アルギニ ン残基 を メチル化 し,そ れぞれ転写 を活性化 す る。
〈問 題 点 ・ 目 的 〉
今 までの ヒス トンアルギニ ンメチル化酵素の転 写制御 におけ る解 析は,invitroア ッセイや培
養 細胞 での解 析が 中心 で あ った。 さらに,機 能欠失 マ ウスが報 告が されてい るが,ほ とん どが胎
生 致死 であ る。 そ のため,個 体 内での作用 に関 しては詳細 な機 能が あま りよ くわか っていな い。
〈方 法 〉
そ こで,本 研 究で は,遺 伝学 的手法 に優 れた シ ョウ ジ ョウバエで機能欠 失変異体 を作 出す るこ
とに よ り,生 体 内で のアル ギニ ンメチル化酵素 の転 写制御 メカニ ズムを明 らか にす る事 を 目的 と
す る。
〈結 果 〉
まず,哺 乳 類 のPRMT1の シ ョウ ジ ョウバ エモ ホ ロ グで あ るDARTl(Drosophilaarginine
methyltransferase1)が ピス トンH4の 第三 番 目の アルギ ニ ン残 基 の メチル化活性 を持 つ こと
を確認 した。 そ して,い まだ報告 がないdart1遺 伝子 の機能 欠失変異 体を作 出 した。 その変異体
をdart15。 と名 付 けた。dart15e変 異体 は,蠕 まで は野生 型 と同 じよ うに発生 が進 むが,蠣 の時期
に生 存率が低下 し,か つ発生が遅延す ることを見 いだ した。
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この表現 型 と,多 くの ピス トン修飾酵素 が核 内 レセプ ター と協調 的 に働 くとい う報告 か ら,
DART1と 昆虫 の発 生 に重 要 で あ る事 が知 られ てい る核 内 レセ プ タ ーで あ るEcR(Ecdysone
receptor)と の間 に関連 があ るか どうかを調 べ た。 そ の結 果,培 養 細胞 で,EcRとDART1は
リガ ン ド依 存的 に相互作用 し,さ らにDART1は エ クダイ ソンホル モ ンによ るEcRの 転 写活性
化 を抑 制す る ことが 明 らか とな った。 また,こ れ らの培養細 胞 の実 験結 果 と一 致 して,EcRの
結合 エ レメ ン トを レポー ターの上流 につな げた シ ョウジ ョウバ エ とDART1の 変異 体 の シ ョウ
ジ ョウバ エを掛 け合 わせ た ところ,野 生型 に比べ レポーターの発現量 が上 昇 していた。
これ らの結果 か らDART1は シ ョウジ ョウバ エ生体 内で,リ ガ ン ド依 存的 なEcRの 転写 活性
化を抑 制 し,蝸 の時期 の発生 に重要 な働きを持つ可能性 が示 唆 された。既知 の報告 のよ うに アル
ギニ ンメチル化酵 素が必ず しも転写 の活性化 ではな く,生 体 内では転 写 の抑 制 に働 く事 があ るこ
とが示 唆 された。 また,今 回作 出 したdart150変 異体 は ピス トン修飾 酵素 の生体 内での機能 を解
析 す る上 で,今 後 強力な ツール になる ことが期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
ピス トンのアルギニ ンメチル化修飾 はクロマチ ン構造 を規定 す ることによ り,遺 伝子発 現を制
御す るエ ピジェネ テ ィ ックなマー カーであ る。 ま た,転 写 制御 とい う観点 か らは,ア ル ギニ ンメ
チル化酵素 は転写 共役 因子 と して機能す ることが明 らか にされて いる。 しか し他 の転写共 役因子
と異 な り,ア ル ギニ ンメチル化酵素の生体 内での生理 学的 な機 能 はほ とん どわか って いな い。 そ
こで,本 研究 で は遺伝 学的手法 に優れ たシ ョウジ ョウバエ を用 い,ア ルギニ ンメチル化酵 素 の生
体 内での解析 を試 み た。 まず,哺 乳類 のPRMT1タ ンパ ク質 の ホモ ログで あ るDART1タ ンパ
ク質 は ピス トンH4の 第三番 目のアルギニ ン残基 を メチル化す ることを示 した。 さ らに,イ ンプ
リサ イスP因 子エ クシジ ション法 によ り,い まだ報 告 のないdartl遺 伝子 の変異 体 シ ョウ ジョウ
バエ を作 出 した。 その結果,変 異体 は蠕 の時期 に生 存率 が低 下 し,か つ発生 が遅延す るとい う表
現型 を示 した。 ただ し,変 異体 で ピス トン修飾へ の変化 が認 め られなか った。 また,変 異体 で蠕
の時期 に観察 された表現 型が,エ クダイ ソンホルモ ンシグナルの異常 による もの か ど うかを解析
した。 その結 果,invitro,invivoに おいて,DART1が エ ク ダイ ソ ンホル モ ン依 存 的 に核 内 レ
セプ ターのEcRと 相 互作 用 し,EcRの 転写活性化 を抑制 す ることが 明 らか とな った。 また,変
異体 ではEcRの 標 的遺伝 子の 中で もecr遺 伝子 の発現 が異 常 に上昇 して いた。 これ らの結 果か
ら,ヒ ス トンアルギニ ンメチル化酵素 であるDART1がEcRの 転写 活性化 を抑制 し,シ ョウジ ョ
ウバエ生体 内で蠕の時 期の脱皮,変 態 に重要な役 割 を果 たす ことが示唆 された。 また,結 果か ら
導 かれた モデル図 に対 し十分考察 し,さ らにシ ョウ ジ ョウバ エをモ デル生物 と して,ヒ トの病態
解 明 に対す る応 用 の可 能性を展望 と して述べた。 以上 の研究 によ りヒス トンアルギニ ンメチル化
酵 素DART1の 生 体 内高次機能 の理解 が進 んだ と言え る。 また,特 にアル ギニ ンメチル化 酵素
のみな らず,転 写共役 因子群の組織時期特異的な転写制 御機能 とい う大 きな課題 に対 し,一 つの
知 見 を与 え るもの であ る。 さ らに,モ デル生物 と して シ ョウジ ョウバ エを用 いた研究 は,哺 乳類
研 究 の手技 的な限界 を乗 り越え ることがで きるた め,そ こか ら得 られ た知見 に よ り,将 来医学へ
の多人 な貢献 が期待 され る。 また,審 査で は,審 査委 員 の質 問 に対 し的確 な返 答 を し,建 設的 な
討 論 を行 い,か つ博士 論文 は規定 の体裁 を十分満 た して い る。
よって,本 論文 は博 士(医 学)の 学位論文 として合格 と認 め る。
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